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Resumen

Estudio de asociacién entre variantes genéticas de del metabolismo lipidico y
la dislipidemia en una cohorte de pacientes pediatricos con infeccién porVIH

y que recibieron tratamiento antiretroviral.
Hernandez JA, Gordillo-Pérez G, Vazquez G, Pompa-Mera EN.

Introduccién: El tratamiento antirretroviral (TARV) ha modificado de manera
significativa, la morbi-mortalidad de la infeccidon por el virus de inmunodeficiencia
humana y el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (VIH/Sida). Sin embargo, la
exposicion prolongada a los farmacos antirretrovirales (ARVs), tiene como
consecuencia una serie de eventos adversos a nivel metabdlico, con una
prevalencia (30-72%). No todos los pacientes desarrollan la misma respuesta al
TARV en el contexto de complicaciones metabdlicas, sugiriendo que la esta
variabilidad interindividual se ve influenciada por factores genéticos asociados al
huésped o variantes genéticas. [1 2 3]. Objetivos: Comparar los niveles lipidicos de
pacientes pediatricos del Hospital de Pediatria “Silvestre Frenk Freund”, que viven
con VIH y que reciben tratamiento antirretroviral, con base en el perfil genotipico de
los SNP rs662799 [T/C] y rs964184 [C/G] del gen APOAS5; rs2854117 [C/T] y rs5128
[C/G] del gen APOC3. Material y métodos: Se disefid un estudio transversal
descriptivo, donde se inluyeron nifios infectados con VIH entre 3 y 18 afios con
TARV, con registros trimestrales de perfil lipidico, durante al menos un periodo de 5
anos. La genotipificacion de SNPs se realiz6 por medio de reaccion en cadena de
polimerasa en tiempo real (QPCR) y validadas por secuenciacion nucleotidica
Sanger. Resultados: Se reclutaron 21 pacientes, 15 hombres (71.4%) y 6 mujeres
(28.6%) con una edad de 3 a 18 afios, con mediana de IMC < 17.5 kg/cm?). El
esquema de TARV mas utilizado fue 3TC/AZT/LPV/r (61.9%). Las variantes
genéticas rs964184-GG y rs662799-TC del gen APOAS y rs5128-CG del gen
APOCS3 tuvieron un impacto en el aumento de triglicéridos. Por otra parte, los
pacientes portadores de la variante TC riesgo moderado rs662799 gen APOAS
mostraron, un aumento de colesterol-LDL de manera notoria a partir de los 30
meses de TARV, mientras que los pacientes portadores de la variante genética
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rs5128-CG de riesgo moderado del gen APOC3 mostraron aumento de colesterol-
VLDL. Conclusiones: Las variantes genéticas rs964184-GG y rs662799-TC del gen
APOAS y rs5128-CG del gen APOCS3 tienen un impacto notorio, en el desarrollo de
dislipidemias a expensas del aumento de triglicéridos, colesterol-LDL y colesterol-
VLDL que llevan mas de 30 meses de TARV.



INTRODUCCION

La infeccidn por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) se considera en la
actualidad un problema de salud publica, dada su magnitud, trascendencia y
potencial pandémico [1]. Este virus es el agente causal del Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (Sida), una enfermedad caracteriza por Ila
destruccion/pérdida progresiva de las células T CD4+, una inmunosupresion
avanzada, lo que genera una susceptibilidad aumentada a infecciones oportunistas,
desarrollo de neoplasias y deterioro neurocognitivo [2,3]. La infeccion por VIH per
se afecta a cada individuo en formas complejas, en todos los rangos de edades
desde la etapa neonatal, hasta la edad avanzada [3] y puede contribuir al desarrollo
de otras comorbilidades de tipo cardiovascular, 6seo, renal y a nivel hepatico [2].

De acuerdo con las estimaciones de Onusida en 2017, a nivel global y hacia finales
de 2017, 36.9 millones [31.1 millones—43.9 millones] de personas vivian con la
infeccion por VIH; de los cuales 1.8 millones [1,3 millones—2,4 millones] corresponde
a infecciones por VIH registradas en nifios menores de 15 afios [4]. En nuestro pais,
hasta 2017 se estima que a nivel nacional, aproximadamente 3981 nifios menores
de 15 afios viven con la infeccion por VIH, siendo 47 de ellos los notificados como
casos nuevos en 2017 [5].

A pesar del gran éxito en la prevencién de la transmision del VIH de madre a hijo,
las nuevas infecciones por VIH continuan ocurriendo en los bebés como resultado
de varios factores, entre los que destacan: la alta prevalencia e incidencia del VIH
en mujeres en edad fértil (en ciertas regiones del mundo), la incompleta
implementacion de intervenciones para la prevencion de la transmisidn vertical del
VIH madre-hijo, en términos del diagnodstico tardio de la infeccion por VIH durante
el embarazo; asi como los problemas relacionados a la subdptima adherencia al

tratamiento antirretroviral (TARV) [6].

De manera importante, hacia fines de 2014 habia 2.6 millones de nifios menores de
15 afios, infectados por VIH, la mayoria de ellos de la regién de Africa Subsahariana.
De hecho, en ese aino, se registraron 220,000 nuevas infecciones en poblacion



pediatrica, y 150,000 muertes relacionadas a Sida, lo que representa mas del 10%

del total de las nuevas infecciones a nivel mundial, registradas en ese afo [7].

Tratamiento antirretroviral (TARV)

Desde su introduccion, el tratamiento antirretroviral (TARV), constituye uno de los
principales factores que han modificado de manera significativa, la morbi-mortalidad
de la infeccién por VIH/Sida, mejorando la expectativa de vida de los pacientes,
convirtiendo la infeccion a una enfermedad crénica manejable [8, 9,10]. A este
respecto, el TARV consiste en el uso combinado de farmacos antirretrovirales
(ARVs) de alta potencia, dirigidos a distintos blancos del ciclo replicativo del VIH
[11]; que permiten la supresion maxima y sostenida de la carga viral (en lamayoria
de los pacientes con adherencia al tratamiento); con la parcial reconstitucion
inmune, lo que permite eliminar el riesgo de enfermedades oportunistas [12]. Existen
6 familias de farmacos ARVs: los inhibidores de la transcriptasa reversa analogos
de nucleos(t)ido (NRTI), los inhibidores de la transcriptasa reversa no analogos de
nucledsido (NNRTI), los inhibidores de proteasa (IP); los inhibidores de la fusién
(IF), los inhibidores de la integrasa (INsTI) y los inhibidores de entrada o agonistas
del correceptor CCRS5 [13,14]. En la actualidad, se encuentran disponibles alrededor
de 30 farmacos ARVs de las 6 familias distintas. La combinacion de al menos 3
farmacos ARVs de al menos 2 clases distintas, constituye el estandar para lograr el

objetivo de la supresion virologica [14, 15, 16].

Ademas de los beneficios del TARV arriba mencionados, en el caso de la poblacion
pediatrica, el TARV mejora el crecimiento y la funcion neurocognitiva y por lo tanto,
la calidad de vida [14]. En 2015, se revisaron las pautas para recomendar el inicio
del TARV en poblacion pediatrica, destacando la importancia del inicio temprano del
TARV sin importar la edad, los criterios clinicos o inmunoldgicos [17]. A este
respecto, esta demostrado que comenzar el TARV en las primeras semanas de
vida, tiene un impacto significativo en la disminucion de la mortalidad [18] y en gran

medida en la disminucién de células con virus latentes [19].



A nivel global, se estima que el 52% [37-70%] de los nifios de hasta 14 afios yque
viven con infeccion por VIH, tiene acceso al TARV [4]. En nuestro pais, mas del 74%

de la poblacién pediatrica con infeccion por VIH, recibe TARV [4, 5].

Si bien el TARV, ha cambiado radicalmente el prondstico de la infeccion por el VIH,
al incidir en la reduccién de la mortalidad asociada a VIH/Sida, también esta
documentado que la exposicion prolongada a los farmacos ARVs, tiene como

consecuencia una toxicidad acumulativa.

Una serie de efectos adversos a nivel metabdlico; entre los que destacan la
lipodistrofia, resistencia a la insulina, adiposidad central, y de manera muy
importante la dislipidemia [20, 21], siendo esta ultima, en conjunto con la
inflamacién, de los factores que pueden contribuir, de manera importante a la
ateroesclerosis y al incremento del riesgo cardiovascular en poblacidn pediatrica y
adulta [22, 23, 24, 25].

Dislipidemia en poblacién VIH

La dislipidemia también es prevalente entre los pacientes pediatricos que viven con
infeccion por VIH y que reciben TARV [25, 26]. Esta se define como un desorden
metabdlico multifactorial, caracterizado por la una elevacién de los niveles
plasmaticos de triglicéridos (TG), colesterol total (CT), colesterol unido a
lipoproteinas de baja densidad [LDL-c) y colesterol unido a lipoproteinas de muy
baja densidad [VLDL-c), disminucion del colesterol unido a lipoproteinas de alta
densidad (HDL-c), ya sea de manera aislada o en conjunta [26, 27]. Todas estas
alteraciones, son el resultado del papel critico del colesterol en el mecanismo de la
replicacion del VIH-1 [21].

Su fisiopatologia es compleja y multifactorial, involucrando factores asociados al
virus, al tratamiento, al estilo de vida y los factores genéticos en los pacientes [28].
Es importante destacar que el aumento de TG (o hipertrigliceridemia, HTG) y la
disminucién de HDL, representan las alteraciones lipidicas mas prevalentes entre
los pacientes con VIH que reciben TARV [29] y que constituyen el perfil aterogénico



en estos pacientes [25, 26]. Esta dislipidemia asociada a la infeccion por VIH resulta

muy similar a la observada en enfermedad cronica [27].

Dislipidemia secundaria al TARV

La prevalencia de HTG observada en los pacientes con VIH y que reciben TARV es
alta [31 - 81%] y puede variar dependiendo de la region, el régimen antirretroviral
[30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40]. En nuestro pais, existe una elevada
incidencia de alteraciones metabdlicas entre los pacientes infectados con VIH y que
reciben regimenes de TARV con ABC/3TC y/o LPV/r, durante el primer afio de
tratamiento, aun si estos son paciente jovenes y con una incidencia de HTG del
37.2% [36].

Por otra parte, esta documentado que la dislipidemia a expensas de la disminucion
en los niveles de HDL-c, seguido de una disminucion en los niveles LDL-c, suelen
observarse al inicio de la infeccion por VIH, en donde existe una viremia significativa
[27, 35].

La infeccion por VIH afecta la funcion de eflujo de colesterol de las HDL,
contribuyendo de esta manera, al proceso aterogénico en poblacién VIH [41].
Asimismo, la disminucién de HDL-c se correlaciona con la activacion inmune de
manera temprana, durante la infeccion aguda [42]. Recientemente se demostro que
esta disminucion en HDL-c en nifios menores de 14 afnos y en adolescentes con
infeccion por VIH y sin tratamiento, constituye per se, un factor de riesgo para el

desarrollo de dislipidemia [25].

Diversos estudios han documentado los efectos de los farmacos ARVs en el
desarrollo de dislipidemia secundaria al TARV. A este respecto, el uso de los IP se
asocia con la HTG, la cual es altamente prevalente en poblacion con infeccidn por
VIH y que recibe TARV, seguido por los NNRTI y los NRTI [21, 22].



Dislipidemia enpoblacion pediatrica con infeccion por VIH

En un estudio de metaanalisis, se estimoé que los nifios con infeccidén por VIH y que
reciben TARV, tienen alrededor de 2 veces mas riesgo de desarrollar HTG (OR 2.2,
IC 95% 1.7 - 2.9), en comparacion con aquellos que no reciben TARV [38]. La
prevalencia de la HTG en poblacién pediatrica con infeccién por VIH y que recibe
TARV, puede variar (30-72%), dependiendo de la regidon geografica [30, 43, 44, 45,
46, 47, 48].

En un estudio reciente, se encontré que la dislipidemia y la inflamacién crénica son
factores que pueden contribuir al riesgo de ateroesclerosis prematura en nifios y
adolescentes infectados con VIH y que reciben TARV [25]. Aunque se desconoce
el riesgo de enfermedad cardiovascular, en el largo plazo, para los nifios infectados
por el VIH con TARYV; las elevaciones observadas en los niveles de colesterol total,
son similares a las observadas en pacientes heterocigotos para la
hipercolesterolemia familiar y, por lo tanto, pueden conferir un riesgo similar de
enfermedad aterosclerdtica prematura [49, 50].

Si bien la incidencia de cardiomiopatia en poblacién pediatrica se redujo en un 3.7%
desde la introduccion del TARV combinado [51], la enfermedad cardiovascular en
el paciente con VIH sigue siendo un problema de salud. A este respecto, el TARV
parece tener un efecto cardioprotector [52].

En pacientes adultos, con supresién virologica, las enfermedades cardiovasculares
(CVD) son la tercera causa de muerte (después del cancer y la enfermedad
hepatica) [53, 54]. A este respecto, el impacto del TARV en el riesgo de infarto al
miocardio parece ser dependiente del tiempo de exposicion al TARV y al suministro
de IPs dentro del régimen farmacologico que recibe el paciente [21].

La dislipidemia, al igual que otras complicaciones a nivel metabdlico, en poblacion
pediatrica con infeccién por VIH y que reciben TARV, resulta particularmente
preocupante, dado el riesgo potencialmente mayor de enfermedad cardiovascular
en la edad adulta temprana [22].
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Factores genéticos que predisponen al desarrollo de dislipidemia

Aun con caracteristicas demograficas e historia farmacoldgica similares, no todos
los pacientes infectados con el VIH, desarrollan la misma respuesta a la TARV, en
el contexto de complicaciones metabdlicas y en particular, la dislipidemia. Esta
variabilidad interindividual en la susceptibilidad de desarrollar dislipidemia, sugiere
la influencia de factores genéticos asociados al huésped que determinan la toxicidad
del tratamiento antirretroviral [55, 56, 57, 58, 59, 60, 61]; entre los cuales las
variantes genéticas o polimorfismos de un solo nucledtido (SNP, por sus siglas en
inglés) tienen una importante participacion, [57, 62]. A través de diversos estudios
de asociacion genética, se ha documentado que las concentraciones lipidicas en
sangre tienen componente genético y pueden explicar 43-83% de la variabilidad en
los niveles plasmaticos de lipidos [27, 63, 28]. A este respecto, los SNPs
representan la forma mas abundante (290%) de variacion genética en humanos y
que se les puede localizar en el genoma, cada 1900 pb, ya sea en su estado
heterocigoto (presencia de una variante alélica comun y una variante alélica rara,
también llamada alelo de frecuencia menor), o en su estado homocigoto (dos
variantes alélicas idénticas) [62, 64].

La dislipidemia secundaria al TARV en poblacion VIH, también es una condicidn
clinica compleja y multifactorial, resultante de la interaccion tanto de factores
ambientales (dieta, ejercicio, habito de fumar, sedentarismo y estrés), como por
factores genéticos o SNPs, presentes en genes involucrados en el metabolismo y
regulacion de lipidos [27; 61]. Generalmente, la contribucion de un SNP sobre algun
rasgo o fenotipo, es baja. Sin embargo, el efecto aditivo de grupos de SNPs
(haplotipo), puede contribuir ain mas a la variacion de la toxicidad farmacoldgica
por ARV [28].

En este contexto, la dislipidemia puede ser vista como la expresion fenotipica de
una latente predisposicién genética [57]. De esta manera, en la infeccion por VIH,
la predisposicion genética puede ayudar a explicar la variabilidad entre los
pacientes.


sony
Máquina de escribir
Factores genéticos que predisponen al desarrollo de dislipidemia


Contribucion de los SNPs al desarrollo de dislipidemia en poblacion VIH

Los estudios de asociacion genética (en su mayoria transversales), enfocados a
describir la predisposicion genética a dislipidemia en poblacién VIH, consideran a
los SNPs presentes en genes de proteinas moduladoras de los TG, HDL-c y LDL-c.
A este respecto, estos SNPs, pueden explicar las variaciones en los niveles de
lipidos en pacientes con VIH y que reciben TARV, hasta un 7.6% para LDL-c, un
6.2% para HDL-c y hasta un 6.8% en el nivel de TG [65].

A este respecto, las apolipoproteinas (APOs) son componentes clave en la
modulacion del metabolismo de proteinas. Diversos estudios han examinado la
variabilidad genética en el grupo de genes APOA1/C3/A4/A5 (locus11923 de
humano). En particular, la APOAS es una lipoproteina moduladora de los lipidos en
sangre, la cual es principalmente sintetizada en higado y secretada en plasma, en
donde modula la concentracion de TG, a través de 3 mecanismos: incrementando
la lipdlisis de TG, activando la actividad de la lipoprotein lipasa (LPL) y acelerando
la incorporacion hepatica de los remanentes de lipoproteinas [66]. En el gen APOAS,
se han descrito 3 SNPs asociados a la hipertrigliceridemia: rs662799 [-1131, T/C],
rs964184 [C/G] y el rs3135506 (Ser19 N Trp; C56>G) [65; 66, 67]. De manera
importante, se ha documentado que las frecuencias del alelo menor del SNP
rs964184-G, asociado fuertemente con la HTG, tiene diferente distribucién en las
frecuencias alélicas entre grupos étnicos caucasicos y amerindios de México [67,
68]. Por su parte, la APOC3 es el principal componente de las lipoproteinas ricas en
TG (quilomicrones y VLDL) y un componente menor de las HDL. La proteina madura
de 79 aminoacidos, se sintetiza principalmente en el higado y en menor proporcion
en el intestino. Diversos estudios sugieren que APOC3 tiene un importante papel en
el catabolismo, ya que contribuye en la lipdlisis de las lipoproteinas ricas en TG. Por
otra parte, APOC3 se encuentra selectivamente elevada en pacientes con HTG [69].

En relacion a los SNPs identificados en el gen APOCS3, diversos estudios, han
demostrado que los SNPs rs2854117, -482 [C/T], rs2854116, -455 [T/C], también
se asocian con el riesgo de HTG en pacientes con infeccion por VIH y que reciben
IP [70]. De hecho un estudio longitudinal realizado en Argentina, en poblacion
pediatrica-VIH y que recibe TARV, confirmoé que los SNPs rs2854117, -482 [C/T],
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rs2854116, -455 [T/C] y el 3238 [C/G], tienen un poder predictivo en los niveles de
colesterol total [46]. De esta manera, estos estudios revelan que estos
polimorfismos del gen APOCS3 estan influenciados por la raza y la etnicidad de la

region europea, norteamericana y sudamericana.

Dado que la disminucion de HDL-c constituye también el perfil aterogénico. A este
respecto, la proteina de transferencia de esteres de colesterol (CETP), sintetizada
primariamente por higado e intestino, promueve el intercambio de TG y colesterol
entre lipoproteinas y esta transfiere ésteres de colesterol de las HDL-c, a otras
lipoproteinas para la subsecuente absorcion por los hepatocitos. Los ésteres de
colesterol son transferidos a las LDL-c y VLDL-c a cambio de TG. Como
consecuencia, el aumento de los ésteres de colesterol en las LDL y las VLDL-c,
CETP incrementa la aterogenicidad de estas lipoproteinas [61].

SNPs en el gen CETP (cromosoma 16), han sido asociados en individuos con
disminucion de los niveles de HDL-c, tales como rs1800775, rs3764261, rs173539,
rs9939224, rs711752, rs708272, rs7203984, rs7205804, rs11076175 y rs9929488

[71]. De manera importante, el alelo T del SNP rs3764261 del gen CETP ha sido
identificado por tener efecto benéfico, sobre la concentracion plasmatica de HDL-c
en pacientes adultos con infeccion por VIH y que reciben TARV [72]. De manera
colectiva, estos estudios indican que el riesgo de desarrollar dislipidemia secundaria
en pacientes infectados con el VIH y que reciben TARV, esta influenciado de manera
importante por variantes genéticas ¢ conjuntos de SNPs (haplotipo) en loci

especificos y que sus efectos dependen del grupo étnico.

Recientemente, nuestro grupo de investigacion realizé un estudio en 602 pacientes
adultos Mexicanos, con infecciéon por VIH y que recibian TARV. De manera
importante, los SNPs o variantes genéticas rs662799-C y rs964184-G (presentes
en elgen APOAS)y los SNPs rs2854117-T y rs5128-G (presentes en el gen APOC3)
se asociaron con el desarrollo de HTG [73].

Si bien esta investigacion, permitio el reconocimiento de 5 marcadores genéticos
que predisponen a desarrollar HTG en pacientes adultos con VIH; tiene como

limitante el disefio transversal, el cual no permite evaluar el desarrollo de HTG en el



largo plazo. En este sentido, los nifios y adolescentes ofrecen una oportunidad unica
no solo para estudiar los mecanismos fisiologicos de la cardiomiopatia asociada al
VIH, sino también para estudiar la utilidad de estos factores genéticos, sobre el
impacto en el metabolismo lipidico, en el largo plazo; ya que es en esta poblacion
en donde es nula, la probabilidad de exposicién a otros factores de confusién (la
hipertension, el tabaquismo, la obesidad, la diabetes mellitus y la aterosclerosis
coronaria). En consiguiente, el impacto de la infeccion por VIH y el TARV en nifios
sugiere que las comorbilidades cardiacas pueden tener lugar en la edad adulta [52].
Con base en esta explicacion, resulta de gran interés investigar si los marcadores
genéticos identificados en pacientes adultos con VIH, pueden ser usados en el
monitoreo de la respuesta en términos de TG, en pacientes pediatricos que viven

con la infeccion por VIH.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Ademas de los desafios que representan la retencién en el cuidado y el inicio del
TARV en la poblacion pediatrica [74], es importante tener en cuenta que los nifios y
adolescentes infectados con el VIH y que reciben TARV, pueden estar en riesgo de
ateroesclerosis prematura debido al estado inflamatorio crénico y a la dislipidemia
[25]. En este contexto, la elevada prevalencia de la HTG (44.2 -79.2%) entre los
pacientes pediatricos infectados con el VIH y que reciben TARV; representa en la
actualidad un problema de salud, dado su potencial para incrementar el riesgo
cardiovascular en estos pacientes pediatricos. Por otra parte, el tiempo de
exposicion a los farmacos antirretrovirales, en la poblacién pediatrica, también
representa un factor adicional que contribuye al desarrollo de estascomplicaciones
metabolicas, comprometiendo la adherencia y la supresion virologica en esta

poblacion [48].

A pesar de las caracteristicas sociodemograficas e historia farmacologica similar,
no todos los pacientes presentan la misma respuesta al TARV, lo que sugiere un
importante papel de los factores genético. A este respecto, diversos estudios han
documentado que el riesgo de desarrollar HTG, en pacientes infectados con el VIH
y que reciben TARV esta influenciado por conjuntos de SNPs (haplotipo) en loci
especificos de genes relacionados con el metabolismo de lipidos. A la fecha no
existen estudios en nuestro pais, que demuestren cual es la contribucién de los
SNPs rs662799 [-1131, T/C] y el rs964184 [C/G] del gen APOAS, asi como de los
SNPs rs2854117 [C/T], rs5128 [C/G] del gen APOCS3, en el desarrollo de la HTG en
poblacion pediatrica Mexicana, con infeccion por VIH y que recibe TARV; por lo que
resulta de gran interés, analizar el efecto de estos SNPs en /oci especificos en un
estudio longitudinal retrospectivo.



PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢, Cuales son las frecuencias genotipicas y alélicas de los SNPs rs662799 [-1131,
T/C] y el rs964184 [C/G] del gen APOAS, asi como de los SNPs rs2854117 [C/T],
rs5128 [C/G] del gen APOCS3, en la poblacion pediatrica del Hospital de Pediatria

“Silvestre Frenk Freund”, que vive con VIH y que recibe tratamiento antirretroviral?

¢ Existen diferencias en el perfil de lipidos de los pacientes del Hospital de Pediatria
“Silvestre Frenk Freund”, que viven con VIH y que recibe tratamiento antirretroviral,
con base en el perfil genotipico y alélico de los SNPs rs662799 [-1131, T/C],
rs964184 [C/G] SNPs rs2854117 [C/T] y rs5128 [C/G]?



JUSTIFICACION

Se estima que uno de cada cuatro individuos recientemente infectados por el VIH y
mas de 100,000 que viven actualmente con el VIH tienen entre 13 y 24 afos de
edad [58]. El estudio de la enfermedad vascular relacionada con el VIH representa
en la actualidad, un desafio importante para la salud publica, debido a los altos
costos indirectos de la enfermedad vascular en los pacientes pediatricos y en
joévenes, ya que acelera la progresion de la enfermedad y conduce a una muerte
prematura. Dado que la variabilidad individual en la respuesta y la toxicidad al TARV
estan estrechamente ligadas al fondo genético de los pacientes, particularmente en
la susceptibilidad a los efectos adversos como la dislipidemia e HTG [57]; resulta de
gran interés para nuestro grupo de investigacion, analizar el efecto de los SNPs
rs662799 [-1131, T/C] y el rs964184 [C/G] del gen APOAS, asi como de los SNPs
rs2854117 [C/T], rs5128 [C/G] del gen APOCS3, en el desarrollo de la HTG en

poblacion pediatrica Mexicana a lo largo del tiempo.

Lo anterior, no solo tendria potencial para la estratificacion de riesgo para el
desarrollo de dislipidemia en estos pacientes con base en el haplotipo; sino también
seria util para guiar la prescripcion individualizada del régimen antirretroviral, a fin
de disminuir futuros eventos cardiovasculares, cuyo costo para las instituciones de

salud es elevado y creciente.

En el Departamento de Enfermedades Infecciosas del Hospital de Pediatria
“Silvestre Frenk Freund” del CMN s. XXI., del IMSS actualmente se atiende una
poblacion pediatrica de 80 pacientes con infeccidn por VIH. Con el abordaje de este
estudio, se busca guiar en un futuro, una eleccion mas racional del tratamiento,
basandose en el perfil genético de riesgo de HTG; previniendo en cierto grado la
exposicion prolongada a aquellos farmacos ARV con efectos desfavorables sobre
el perfil de TG. La informacion basada en el haplotipo puede tener un amplio campo
de aplicacion para aquellos pacientes pediatricos con regimenes complejos de
medicamentos y/o con escasas opciones terapéuticas.



OBJETIVO GENERAL

Comparar los niveles lipidicos de pacientes pediatricos del Hospital de Pediatria
“Silvestre Frenk Freund”, que viven con VIH y que reciben tratamiento antirretroviral,
con base en su perfil genotipico de los SNP rs662799, rs964184, rs2854117 y
rs5128.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Conocer la frecuencia genotipica y alélica de los SNPs, rs662799 [-1131, T/C]
y el rs964184 [C/G] del gen APOAS, asi como de los SNPs rs2854117[C/T],
rs5128 [C/G] del gen APOCS3, de la poblacion pediatrica con VIH que atiende
el Hospital de Pediatria.

2. Comparar el perfil de lipidos anual (CT, TG, LDL y HDL-c) de los pacientes
pediatricos de acuerdo al esquema de tratamiento antirretroviral, durante el
seguimiento de 5 afios.

3. Comparar el perfil de lipidos anual (CT, TG, LDL y HDL-c) de los pacientes
pediatricos de acuerdo con el genotipo de los SNPs, rs662799 [-1131, T/C]y
el rs964184 [C/G] del gen APOAS, SNPs rs2854117 [C/T], rs5128 [C/G] el
gen APOCS3, durante el seguimiento de 5 afios.

HIPOTESIS:

La frecuencia de dislipidemia sera mayor en aquellos pacientes pediatricos, que
viven con VIH, que reciben tratamiento antirretroviral y que presentan los SNPs
rs662799 [-1131, genotipo CC], rs964184 [genotipo GG], SNPs rs2854117 [genotipo
TT] y rs5128 [genotipo GG].



MATERIAL Y METODOS

DISENO DE ESTUDIO
Objetivo 1: Estudio transversal descriptivo
Objetivo 2 y 3: Estudio de cohorte retrospectivo

LUGARY SITO DEL ESTUDIO

El estudio se llevd a cabo en, en el Servicio de Infectologia Pediatrica y en la Unidad
de Investigacion en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias, de la UMAE Hospital
de Pediatria del CMN SXXI del IMSS.

UNIVERSO DE ESTUDIO

Todos los nifios que viven con VIH, entre 5 y 17 afios que acudan a su consulta en
el Servicio de Infectologia Pediatrica, que reciban tratamiento antirretroviral (TARV),
en el Hospital de Pediatria CMN s.XXI., con historial farmacol6gico completo, con
registros periddicos (semestral), durante 5 afios previos a la fecha de recoleccion

de la muestra y que acepten participar en el estudio.

TAMANO DE MUESTRA:

Por conveniencia, no probabilistico. Se incluiran a todos los pacientes pediatricos,
infectados con VIH-1 entre 5 y 17 afios, que cumplan los criterios de elegibilidad,
que acudan a su consulta en el Servicio de Infectologia Pediatrica, que reciban
tratamiento antirretroviral (TARV), en el Hospital de Pediatria CMN s.XXI., y que
acepten participar firmando la carta de consentimiento informado y el asentimiento

informado.



CRITERIOS DE ELEGIBILIDAD:

CRITERIOS DE INCLUSION

1. Pacientes pediatricos Mexicanos (edad 5-17 afios) ambos géneros, que

viven con VIH y que reciben TARV, que se dispongan datos completos de su

historial farmacolégicos durante 5 afos previos a la toma de muestra.

2. Pacientes pediatricos, cuyos padres o tutor (es) hayan firmado Carta de

Consentimiento Informado (Anexo 1) y que el menor haya manifestado su

asentimiento (Carta de asentimiento, Anexo Il).

3. Pacientes pediatricos con historial farmacolégico completo de TARV y con

datos de perfiles lipidicos semestral, durante 5 afios previos a la fecha de

toma de muestra sanguinea.

CRITERIOS DE EXCLUSION

1.
2.

Pacientes con expediente incompleto.

Pacientes que padezcan atrofia muscular como consecuencia de
enfermedad neuroldgica.

Pacientes que utilicen medicamentos que modifiquen los niveles de
colesterol y triglicéridos, glucemia central y que estos medicamentos no
correspondan a HAART, por ejemplo, insulina, corticosteroides.
Pacientes con apego al TARV menor del 80%, documentado en su

expediente clinico.

5. Enfermedad postrante en los 6 meses previos a la inclusién en el estudio.

Pacientes que no cuenten con datos laboratorio (BH, perfil lipidico
completo, quimica sanguinea, cuenta de linfocitos CD4+ y CD8+.

Pacientes que no cuenten con somatometria completa (perimetro de la
cintura, etc., IMC, peso corporal, talla). Pacientes con apego irregular al
TARV o que hayan abandonado el tratamiento antirretroviral dentro de los

6 meses previos.



CRITERIOS DE ELIMINACION

1. Pacientes que no acepten participar en el estudio o que se retiren
voluntariamente.

2. Pacientes, cuya muestra sanguinea sea insuficiente y que pueda limitar
la extraccidon de DNA gendmico integro para la genotipificacion de los
SNPs



DEFINICION DE VARIABLES

Tabla 1. Variables del presente estudio

VARIABLE DEFINICION CATEGORIA TIPO DE
VARIABLE
Cambios en la secuencia de nucledtidos que
Polimorfismos de un  solo | ocurren en los 3 billones de pares de bases (pb) | APOA5 rs662799 [T/C]
nucledtido (SNP) del genoma humano y en un promedio de cada | T/C Riesgo moderado, T/T riesgo bajo, Cualitativa
1900pb. Pueden afectar la expresion génica | C/C Riesgo alto Nominal
(fenotipo). La mayoria de los SNPs son raros | APOA5 rs964184[C/G]
(definidos arbitrariamente con una frecuencia | C/C riesgo bajo, C/G riesgo moderado,
alélica menor de 5%) G/G riesgo alto
rAPOC3 s2854117 [C/T]
C/C riesgo bajo, C/T riesgo moderado,
T/T riesgo alto
rAPOC3 s5128 [C/G]
C/C riesgo bajo, C/G riesgo moderado,
GG riesgo alto
APOC3 rs2854116
T/T riesgo bajo, T/C riesgo moderado,
C/C riesgo alto
Alteracion en los niveles plasmaticos de lipidos
ya sea de manera aislada o combinada, a | Triglicéridos >200mg/dL
Dislipidemia expensas del incremento de Triglicéridos, | Colesterol Total >200mg/dL Cuantitativa
Colesterol Total, LDL y una disminucién en los | HDL <40mg/dL para mujeres y <50 mg/dL | nominal
niveles de HDL, los cuales seran empleados | para hombres
como variables subrogadas. Estas alteraciones | LDL >160mg/dL
pueden ser determinadas por unica vez o
multiples veces durante el seguimiento de 5
afios.
Tabaquismo Habito de fumar tabaco Si (activo o pasivo) Cualitativa
No nominal
Edad Tiempo transcurrido e afios a partir del AfRos Cuantitativa
nacimiento. continua
Género Conjunto de caracteristicas fenotipicas y Masculino Cualitativa
genotipicas que distinguen a hombres y Femenino nominal
mujeres.
Indicador de la relacion entre el peso y la talla | <19 kg/m2 Peso bajo
indice de masa corporal empleada para identificar el sobrepeso y la | 20-24 kg/m2 Normal Cuantitativa
obesidad. Se calcula dividiendo el peso de una | >25 kg/m2 sobrepeso continua
persona en kilos por el cuadrado de su talla en >30 kg/m2 obesidad
metros (kg/m2).
Cuenta de linfocitos T CD4 La cantidad de linfocitos TCD4+, refleja el estado| >0 Cuantitativa
inmunoldgico del paciente con VIH continua
Numero de copias de ARN del VIH por milimetro | < 50 copias/mL (indetectable en indicador
Carga viral de sangre. de supresion viral)
199 - 50 copias/mL (viremia de bajo nivel | Cuantitativa
0 supresion virolégica incompleta) continua
> 200 copias/mL (falla virologica)
Farmacos antiretrovirales Grupo de farmacos empleados en el tratamiento | Abacavir/Emtricitabina/Lamivudina Cualitativa
para VIH Tenofovir/Zidovdina nominal

Efavirenz/Nevirapina/Etravirina/Rilpivirina
Altazanavir/Darunavir/Lopinavir/Ritonavir
Raltegravir/Dolutegravir/Elvitegravir




PLAN GENERAL DE TRABAJO

1. Se seleccionaron a los pacientes que cumplieron con los criterios de

2. inclusion y que aceptaron participar (Etapa de reclutamiento de pacientes
pediatricos).

3. Se obtuvieron datos del expediente clinico.

4. Se recupero el volumen sanguineo del tubo inicialmente destinado a la

cuantificacion de la carga viral y este volumen se emple6 para la extraccion

de DNA gendmico (Etapa de Elaboracion de Banco de DNAg).

Analisis genotipico mediante ensayos de discriminacion alélica.

Revisidn de datos de perfil lipidico para la integracion de resultados.

Analisis estadistico de resultados.

© N o O

Emision de resultados.

RECLUTAMIENTO DE PACIENTES PEDIATRICOS

Se seleccionaron pacientes pediatricos con infeccion por VIH, que acudieron a su
consulta médica al Servicio de Infectologia pediatrica de la UMAE Hospital de
pediatria “Silvestre Frenk Freund” y que cumplieron con los criterios de seleccion.
Posteriormente, alos padres o tutores de los pacientes seleccionados se les explico
el objetivo del estudio y quienes aceptaron la participacion e inclusion de su hijo en
el mismo, firmaron la Carta de Consentimiento Informado (Anexo 1), mientras que
su hijo o menor firmo la Carta de Asentimiento Informado (Anexo Il). Los datos
demograficos, clinicos (historial farmacolégico de TARV) y de laboratorio (perfil
lipidico completo de TG, LDL-c, HDL-c, VLDL) se obtuvieron del expediente clinico

y se recabaron en el cuestionario (Anexo V).
ELABORACION DE BANCO DE DNAg

Para el seguimiento del paciente pediatrico con tratamiento antirretroviral, estan
indicada la toma de una muestra de sangre para la cuantificacion de la carga viral
de RNA viral de VIH en plasma, antes y 4-8 semanas después del inicio del TARV
y después cada 3-4 meses [89]. De esta manera y sin la necesidad de realizar una
toma de muestra adicional a la que se realiza para la CV, la muestra de sangre



residual y que contiene el paquete celular, se llevo al laboratorio de Virologia, de la
Unidad de Investigacion en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias a fin de realizar
la extraccion de DNA gendmico empleando el estuche comercial QlAamp DNA
Blood Mini Kit (250) de la marca QIAGEN®, siguiendo las instrucciones del
proveedor. Este procedimiento, que evita la toma de una muestra adicional en el
paciente pediatrico; permitid aprovechar la muestra de sangre residual, sin

necesidad de practicar mas métodos invasivos.

Una vez purificado el DNAg, este se cuantificd por espectrofotometria en un equipo
Nanodrop 2000 Marca Thermo®, y se evaluo su integridad y pureza. Todas las
muestras de DNAg se congelaron a -20°C hasta su uso en el analisis genaotipico.

ANALISIS GENOTIPICO

La genotipificacion de SNPs, se llevd a cabo, de acuerdo a lo descrito porBautista-
Martinez et al., [73]. EIl DNA gendmico templado se us6 para los ensayos de
discriminacion alélica por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real (QPCR), usando sondas de hidrolisis alelo-especificas TagMan® de la
marca Applied Biosystems® con quimica de reaccion [VIC/FAM] (tabla 1), todas de
la marca Applied Biosystems®. Se empled un sistema Singlex para la deteccionde
cada SNP. Cada reaccion consistio en el uso de 5uL de Maxima Probe qPCR Master
Mix (2x) (Thermo Scientific®), 2.25ulL de agua grado biologia molecular, 0.25 uL de
las sondas de hidrélisis alelo-especificas para cada uno de los SNPs de interés. Se
usaron 15-18 ng de DNA gendmico de cada paciente pediatrico, en un volumen final
de 10 uL de reaccion. La reaccion se llevd a cabo en un equipo Rotor-Gene Q real-
time PCR cycler (QIAGEN®), empleando el programa de temperaturas de 95°C por
10 min (hold), seguido de 40 ciclos de 92°C por 15 s y 60°C durante 1 min (cycling).
Cada corrida para el analisis de los SNP, incluy6 3 controles negativos sin templado
(NTC, Non Template Control) y 3 controles positivos con templado (PTC, Positive
Template Control), siendo estos ultimos muestras cuya genotipo ha sido

caracterizado a través de secuenciacion nucleotidica automatizada (Sanger).



Tabla 2. Sondas de hidrélisis alelo-especificas para la deteccién de las
variantes genéticas o SNPs de interés.

No. de catalogo
Gen SNP Secuencia reconocida por la sonda TagMan®, 5°— 3’, en el contexto [VIC/FAM] | del ensayo
predisefado,
Apllied
Biosystems®
APOA5 | 15662799 | GAGCCCCAGGAACTGGAGCGAAAGTIAIGIAGATTTGCCCCATGAGGAAAAGCTG | C___2310403_10
[T/C]
APOA5 | rs964184 TCACCATCTGATGTACTGTTTTCCT[CIGIATCTGTTTATTGTCATTTTTCCCCA | C___8907629_10
[C/G]
APOC3 | rs2854117 | AGGCCTTGCCGGAGCCACTGATGCCIT/CIGGTCTTCTGTGCCTTTACTCCAAAC | C_12081483_20
[C/T]
APOC3 | rs5128 AAGTCCACCTGCCTATCCATCCTGCIC/GJAGCTCCTTGGGTCCTGCAATCTCCA | C__ 8907537_1_
[C/G]
Como parte de los procesos de control de calidad, el genotipado de un subgrupo de
muestras (10%), fue validado mediante secuenciacion nucleotidica automatizada de
DNA, empleando un estuche de reaccidon Kit Secuenciacion BigDye de la marca
Applied Biosystems®, con los primers sefialados a la Tabla 2 y de acuerdo a los
descrito [73, 75]. Un resumen de la metodologia que se empleo, se presenta en la
figura 1.
Tabla 3. Oligonucleétidos propuestos para amplificar las regiones que
contienen los SNPs de interés.
Gen SNP Oligonucleétidos (5= 3°) Programa de temperaturas Tamaiio del
producto (pb)
94°C, 1 min.
APOA5 | rs662799 | Fw: 5 CCA ACC ACA TCC CTCTTT ATG AA | 35 ciclos: (94°C, 1min, 56.6°C, min, 266
3 72°C, 1min),
Rv: 5°GAC CAA GAA TCG GGA GCT TGT GA | 72°C, 10min
3 4°C,
94°C, 1 min
APOA5 | rs964184 | Fw:5'GTC AAA TTA TCA CCT TCT TGT TCA | 35 ciclos (94°C, 1min, 53.3°C, 1min,
G3 72°C, 1min), 237
Rv: 5°CAG CAG ATG CTT GCT TAT CTAC 3" | 72°C, 10min
4°C,
94°C, 1 min
Fw: 5°CTT GGC TTC TCC ACC AAC 3’ 35 ciclos (94°C, 1min, 58.5°C, 1min,
APOC3 | rs2854117 | Rv: 5TCG CTG GAT TGA AAC CCA G 3° 72°C, 1min), 200
72°C, 10min
4°C,




APOC3

Fw: 5"TTC TTG TCC AGC TTT ATT GGG AGG| 94°C, 1 min
3 35 ciclos (94°C 1min, 56.5°C 1min,
rs5128 Rv: 5°GAC AGG TTC TCT GAG TTC TGG 72°C 1min)
GATT3 72°C, 10min
4°C, ©
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Abreviaturas: Primer sentido (Fw), primer antisentido (Rv)

ANALISIS ESTADISTICO

Se calcularan las frecuencias alélicas y genotipicas de cada SNP. Para analizar los

cambios en las concentraciones de TG, LDL y HDL-c en funcion de cada genotipo

y alelo, se construyeron graficos de acuerdo a lo previamente descrito [46]. Se

realizd un analisis descriptivo de acuerdo con la escala de medicién de cada

variable. Para las variables con escala de medicidon cuantitativa se realizaron

medidas de tendencia central, ya que no tuvieron distribucion normal y se analizaron

mediante la prueba de Shapiro-Wilk. En el caso de las variables cualitativas

nominales, estas se expresaron como porcentajes y frecuencias simples.

El Anexo Ill muestra el cronograma de actividades y las etapas de la presente

propuesta.
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Figura 1. Flujograma de trabajo que se empleara para el desarrollo del
presente protocolo




CONSIDERACIONES ETICAS

De acuerdo con la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud,
publicada en 1984 y con las actualizaciones hasta 2013 (ultima reforma publicada
por el Diario Oficial de la Federacion el 24-Abril-2013) [78], Titulo Segundo De los
Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres Humanos, Capitulo |, Articulo 17; la
presente investigacion se consideroé dentro de la categoria Il Investigacion con
riesgo minimo, ya que solo implico emplear el boton celular residual de la muestra
sanguinea, cuya fraccion plasmatica se destina a la cuantificacién de la carga viral
que se realiza de manera rutinaria. También se considera el Capitulo Ill, articulos
34, 35, 36 y 39 referente a la investigacion en pacientes menores de edad, que
considera realizar investigaciones en menores de edad, asegurando que
previamente se han hecho estudios semejantes en personas de mayores de edad
y en animales inmaduros, excepto cuando se trate de estudiar condiciones que son
propias de la etapa neonatal o padecimientos especificos de ciertas edades;
después de obtenerse por escrito el consentimiento informado de quienes ejerzan
la patria potestad o la representacidn legal del menor del que se trate y considerando
en todo momento que el titular de la institucion de atencion a la salud establecera
una supervision estricta para determinar si aumenta la magnitud de los riesgos
previstos o surgen otros y suspendera la investigacion en el momento en que el

riesgo pudiera afectar el bienestar bioldgico, psicoldgico o social del menor.

Por otra parte, para la presente investigacion, se consideran los nuevos articulos
103, 103 bis 1 y hasta el 103 bis 7, CAPITULO UNICO acerca de estudios sobre El
Genoma Humano; asi como el articulo 317 Bis 1.- sobre el material genético a que
se refiere el articulo anterior no podra ser utilizado para finalidades distintas o
incompatibles con aquellos que motivaron su obtencién. También para la presente
Investigacion se considera el TITULO QUINTO, Investigacion para la Salud,
CAPITULO UNICO, articulos 96, 100; de reciente introduccién a la Ley General de
Salud, en su ultima actualizacion en Julio de 2018 [78].



La presente Investigacion también sera conducida de acuerdo a los criterios para la
ejecucion de proyectos de Investigacion para la salud en seres humanos,
establecida por la Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012 [79].

La presente investigacion se realizé en poblacion menor de 18 afios. Los principios
eticos fundamentales, en cuanto a la conducta ética a seguir, se aplicaron
eficazmente de acuerdo a la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica
Mundial de 1964 y las actualizaciones subsecuentes de 1975, 1983, 1989, 1996,
2000, 2004, 2008 y la ultima en 2013 [80].

Historia Clinica del paciente y confidencialidad de los datos.

Todos los datos obtenidos de la historia clinica se han manejado de manera
estrictamente confidencial por personal autorizado, con la finalidad de resguardar
los nombres, datos personales de los pacientes [81]. Asimismo, el presente estudio
se llevo a cabo en el marco de la Declaracién Universal sobre el Genoma Humano
y los Derechos Humanos [82]. Los datos registrados en el instrumento de
recoleccion correspondiente (ver Anexo V), se codificaron y se vaciaron en una hoja

de calculo con fines de analisis estadistico.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO (Anexo ), CARTA DE
ASENTIMIENTO (Anexo Il) y condiciones en las cuales se le solicita.

En estricto apego a la Normativa Institucional en materia de Investigacion, el Médico
Infectdlogo y el Médico residente, después de realizar la seleccion de los pacientes
que cumplieron los criterios de inclusion para el presente protocolo; establecio
dialogo con los padres o tutores del paciente, a fin de obtener su consentimiento
informado y la firma del mismo para participar en el presente estudio (Carta de
consentimiento informado, Anexo |). Asimismo, se le pregunto6 al menor si deseaba
participar y en caso afirmativo, se le proporcioné una carta de asentimiento para
recabar su firma. A los padres o tutores, se les explicé que todos los datos obtenidos

en relacion al caso clinico de su hijo, seran estrictamente confidenciales, por lo que



seran estrictamente resguardados por los Médicos tratantes. A este respecto, la
unica identificacion asignada para la muestra de sangre obtenida consistié en la
asignacion de un folio interno, para el manejo de la misma en la Unidad de
Investigacion en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias. La informacion y
conocimiento obtenido después de su analisis molecular, le permitira al médico
conocer si el paciente pediatrico presenta un perfil genético de riesgo para
desarrollar la dislipidemia en el corto y mediano plazo (5 afios). Esta informacion
resultara de gran importancia, ya que la dislipidemia contribuye en gran medida al
riesgo cardiovascular en esta poblacidn de pacientes. De esta manera, el beneficio
que puede ofrecer el presente estudio se vera reflejado en la estratificacion de
riesgo del paciente, aspecto importante a considerar para futuro y alternativos
tratamientos del paciente que vive con la infeccion por VIH y que recibe tratamiento

antirretroviral.

ASPECTOS DE BIOSEGURIDAD (Anexo IV)

Debido a que la infeccion por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH),
constituye, por su magnitud y trascendencia, un grave problema de salud publica a
nivel mundial y en México; como personal de salud y de Investigacién, para llevar a
cabo el presente protocolo de investigacion, fue necesario atender las Normas
Oficiales Mexicanas, cuyas disposiciones son de orden publico e interés social y por
tanto de observancia obligatoria, mismas que son detalladas en el anexo IV, adjunto
a este Protocolo y con base en lo revisado en las referencias [81,82, 84, 85, 86].

Asimismo, para el desarrollo del presente protocolo, se llevd a cabo en apego
estricto a la NORMA Oficial Mexicana NOM-010-SSA2-2010 [83], la NOM-087-
SEMARNAT-SSA1-2002 de Proteccion ambiental Salud ambiental-Residuos
peligrosos bioldgico-infecciosos-Clasificacion y especificaciones de manejo [84] y la
Guia de Practica para la Prevencion, diagnostico y tratamiento de la exposicion

laboral al VIH en trabajadores de la salud [85, 86].
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RESULTADOS
En el presente estudio, se incluyeron 21 nifios atendidos en el Servicio de
Infectologia Pediatrica del Hospital de Pediatria, “Silvestre Frenk Freund” y quienes
fueron diagnosticados con infeccion por VIH-1 perinatal, y que, al momento del
reclutamiento, recibian tratamiento antirretroviral (TARV). Las caracteristicas
generales al inicio del TARV se muestran en la Tabla 4. Ninguna de las variables
cuantitativas del estudio mostro distribucion normal mediante la prueba de Shapiro-
Wilk (p < 0.05). Asimismo, en la tabla 5 se muestran las caracteristicas por paciente
expresando las variables cuantitavias con mediana, los genotipos expresados por
paciente y la TARV mas frecuente durante el analisis longitudinal. La figura 2
muestra la piramide de poblacion, por género y edad, que nos muestra un total 15
hombres (71.4%) y 6 mujeres (28.6%) con una edad de 3 a 18 afos y una mediana
de 10 afnos. Por su parte, la figura 3 nos muestra un histograma de frecuencias con
el indice de masa corporal (IMC) de la poblacién de estudio, en donde es posible

apreciar que existe una mayor frecuencia de peso bajo (IMC < 17.5 kg/cm?).

Caracteristica

Género @ 15 (71.4%)

s o @5
Edad (afios) Me =10
Peso (Kg) Me = 27.3
Talla (cm) Me =125
IMC [kg)/m2] Me =17.5
CV [copias/mL] antes del inicio del TARV Me = 1,556
T CD4+ (cel/mL) Me = 1,032

Tabla 4. Caracteristicas de la poblacion pediatrica
Mediana (Me)
@l os valores son presentados como frecuencia y porcentajes.



Caracteristicas de los pacientes pediatricos con VIH en TARV

PACIENTE | GENERO IMC APOA5 APOA5 APOA5 APOC3 | COLESTEROL | COLESTEROL | COLESTEROL | TRIGLICERIDOS CARGA TARV
rs662799 | rs964184 | rs964184 rs5128 TOTAL VIRAL
[kgl/m2] LDL VLDL (mg/dl)
(mg/dl) (Me) [copias/mL]
(mg/dl) (mg/dl) (Me)
(Me)
(Me) (Me)

1 M 14 TIT Cc/C CIT c/C 218.7 104.1 35 185 57 LMV/ZDV/LPVIr
2 H 20.3 TIT Cc/C Cc/IC c/iC 218.7 104.1 35 185 57 LMV/ZDV/LPVIr
3 M 212 TIT Cc/C c/C CIG 174 71.57 26.4 157.15 35 LMV/ZDV/LPVIr
4 H 20.6 T/IC CIG CIT CIG 159.45 80.68 29.8 155 35 LMV/ZDV/LPVIr
5 M 15.3 TIT CIG CIT CIG 122.6 49.75 31 155 853.725 LMV/ZDV/LPVIr
6 H 28.8 T/IC CIG CIT CIG 168.9 83.5 30 148 0 LMV/ZDV/LPVIr
7 M 174 TIT CIG Cc/IC c/iC 125.5 38 29 145 1327.385 LMV/ZDV/LPVIr
8 M 15.3 T/IC GIG CIT CIG 189.2 117.6 25.1 125.5 35 LMV/ABC/LPVIr
9 M 14.7 TIT Cc/C CIT CIG 139.05 54.195 24.9 124.5 9868 ddI/d4T/NVP/LPV/r
10 H 19.8 TIT Cc/C CIT c/iC 107.55 46.3 25 123 19416.5 LMV/ZDV/LPVIr
11 M 19.1 TIT Cc/C Cc/IC c/iC 152.7 825 23.8 119 120 LMV/ZDV/LPVIr
12 M 26.0 TIT Cc/C Cc/C c/iC 142 67.6 20.2 101 35 LMV/ZDV/LPVIr
13 H 174 T/IC GIG CIT CIG 191.4 122.655 19.9 99.5 35 LMV/ZDV/LPVIr
14 M 18.8 T/IC CIG CIT CIG 146.6 83.7 19.4 97 355.92 ABC/RAL/DRV/r
15 M 20.3 TIT CIG CIT CIG 133.7 33.57 18 90 804.5 LMV/ZDV/LPVIr
16 M 20.2 TIT Cc/C Cc/IC c/iC 147 81.8 174 87 753 EFV/LMV/TDF
17 M 17.7 T/IC CIG TIT CIG 172.9 88.2 16.6 83 35 EFV/RAL/LPVIr
18 M 234 TIT CIG Cc/IC c/iC 194.7 95.7 16.2 81 5872.5 LMV/ZDV/LPVIr
19 H 15.4 T/IC CIG CIT c/iC 136.1 55.6 15.8 79 89 LMV/ZDVINVP
20 M 15.4 TIT Cc/C Cc/C c/iC 136.1 55.6 15.8 79 89 ETV/ZDV/RAL/MVR
21 M 18.9 TIT Cc/C CIT c/iC 170.5 83.5 13.9 74 493.22 ZDV

Tabla 5. Caracteristicas por paciente con VIH en TARV
Mediana (Me)
LMV=lamivudina, ZDV= zidovudina, ABC=abacavir, ddl=didanosina,
d4T=estavudina, TDF=tenofovir, EFV=efavirenz, NVP=nevirapina,
ETV=etravirina, MVR=maraviroc, LPV/r=lopinavir/ritonavir,
DRV=darunavir,RAL=raltegravir.
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Figura 2. Histograma de género y edad. F=femenino, M= masculino
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Figura 3. Histograma del indice de masa corporal en la muestra.



Por otra parte, el esquema antirretroviral mas utilizado (61.9%) para el tratamiento
de la infeccion por VIH, en la poblacion de estudio, fue LMV/ZDV/LPV/r (Tabla 6 ).

Tabla 6. Distribuciéon de los regimenes de Tratamiento antirretroviral
(TARV) en la poblacién pediatrica de estudio

TARV N Porcentaje (%)
LMV/ZDV/LPVIr 13 61.9
ABC/RAL/DRV/r 1 4.76
ddI/d4T/NVP/LPVI/r 1 4.76
EFV/LMV/TDF 1 4.76
EFV/RAL/LPVI/r 1 4.76
LMV/ZDV/NVP 1 4.76
LMV/ABC/LPV/r 1 4.76
ETV/ZDV/RAL/MVR 1 4.76
ZDV 1 4.76

LMV=lamivudina, ZDV= zidovudina, ABC=abacavir, ddl=didanosina, d4T=estavudina, TDF=tenofovir,
EFV=efavirenz, NVP=nevirapina, ETV=etravirina, MVR=maraviroc, LPV/r=lopinavir/ritonavir,
DRV=darunavir,RAL=raltegravir.

En relacidn a las frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes genéticas
estudiadas en los 21 pacientes, a través de la tabla 7 es posible observar que el
genotipo TC del SNP APOAS rs662799 considerado de riesgo moderado, se
encontré en un 33.3%. Por su parte, el genotipo TT (variante ancestral y reportada

como protectora), se encontré con una frecuencia del 66.7%.

El genotipo CC protector, del SNP APOAS rs964184 se encontré en 42.9%, genotipo

CG de riesgo moderado en un 46.6%.

El SNP APOC3 rs2854117 conto en un 33% de genotipo protector CC y en un 13%
de riesgo moderado CT. El genotipo protector TT del SNP APOC3 rs2854116 se
encontré en un 47.6%, genotipo de riesgo moderado 52.4%. En cuanto al SNP
APOC3 rs5128 contd con genotipo protector CC en un 47.6%, de riesgo moderado
de CG 52.4%.

No se identificaron los genotipos de riesgo APOAS rs662799 CC, APOC3
rs2854116 CC, ni APOC3 rs5128 GG en la poblacion de este estudio; los cuales
han sido asociados a hipertrigliceridemia.



Se observaron genotipos de riesgo en el SNP APOAS rs964184 y APOC3
rs2854117 con un porcentaje de 9.5% y 4.76% respectivamente.

Tabla 7. Distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas en la poblacion
de estudio

Variante genética Alelo/genotipo N %

APOA5 rs662799 TT 14 66.7

[/l TC 7 33.3

CC 0 0.0

CcC 9 42.9

APOA5 rs964184 CG 10 47.6

[C/G]

GG 2 9.5

CcC 7 33.3

APOC3rs2854117 CT 13 61.9
[C/T]

TT 1 4.76

TT 10 47.6

APOC3rs2854116 TC 11 52.4
[T/C]

CC 0 0.0

CC 10 47.6

APOC3rs5128 CG 11 52.4
[C/IG]

GG 0 0.0




Respecto a las mediciones seriadas cada 3 meses, en la tabla 8 se muestran los
datos de glucemias de con una mediana de 84.2 mg/dl; la colesterolemia con
mediana de 161.8 mg/dl. La trigliceridemia con una mediana de 124.0 mg/dl. El
colesterol LDL mediana de 67.5 mg/dl. El colesterol VLDL mediana de 22.2 mg/dly
el HDL fue de una mediana de 57.8 mg/dI.

Tabla 8. Resultados de laboratorio de la poblacién de estudio.

Variable

Glucosa (mg/dl) Me = 84.2

Colesterol (mg/dl) Me = 161.8
Colesterol LDL (mg/dl) Me = 67.5

Colesterol VLDL [md/dl] Me =22.2

Colesterol HDL [md/dI] Me = 57.8

Trigliceridos (mg/dl) Me = 147.9

*Abreviaturas: Mediana (Me)

Por otra parte, se efectuaron mediciones seriadas cada 3 meses de glucemia y perfil
de lipidos (Colesterol total, HDL-c, LDL-c y TG). Un porcentaje importante (61.9%)
presentd alteraciones en los niveles plasmaticos de TG (Tabla 9). Del total de
pacientes, se observd que 7 presentaron en algun momento del seguimiento al

menos una cifra de colesterolemia mayor o igual a 200 mg/dl (33.3%); 13



presentaron una o mas cifras de trigliceridemia mayor o igual a 150 mg/dl (61.9%);
3 pacientes presentaron una o mas cifras de colesterolemia LDL mayor o igual a
130 mg/dl (14.3%) y 7 presentaron una o mas cifras de colesterolemia HDL menor
o igual a 40 mg/d! (33.3%).

Tabla 9. Frecuencia de las alteraciones del perfil lipidico en el seguimiento

Recuent Porcentaje
Variable lipidica 0s (%)
Colesterol Total Si 7 33.3%
>200mg/dl No 14 66.7
Colesterol LDL Si 3 14.3
>130mg/dl No 18 85.7
Colesterol HDL Si 7 33.3
<40mg/dl No 14 66.7
Triglicéridos Si 13 61.9
>150mg/dl No 8 38.1

Las cifras de colesterol total, colesterol HDL, colesterol VLDL vy triglicéridos no
fueron significativamente diferentes entre los portadores de los alelos de APOAS
rs662799 mediante la prueba U de Mann-Whitney; sin embargo, si se observaron
diferencias estadisticamente significativas en las cifras de colesterol LDL en los
diferentes portadores de los alelos de APOAS rs662799 (p =0.040), encontrandose
que el colesterol LDL en los pacientes con el genotipo TC riesgo moderado, fue una
mediana de 86.3 mg/dl, mientras que en los pacientes con el genotipo TT variante
protectora la mediana fue de 69.9 mg/dl (U de Mann-Whitney = 18.5, p = 0.040)
(Figura 4). En la poblacion de estudio, no se encontro el genotipo de riesgo CC para

esta variante genética.
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Figura 4. Colesterol LDL en los pacientes portadores de segun variantes
genéticas del SNP rs662799 [T/C] del gen APOAS.

En el seguimiento el colesterol total, colesterol HDL, colesterol VLDL vy triglicéridos
no se encontré una diferencia significativa entre los pacientes portadores de los
alelos de APOAS rs964184, mediante la prueba de Kruskal-Wallis. Sin embargo, si
se observaron diferencias estadisticamente significativas en las cifras de colesterol
LDL en los portadores de los alelos de APOAS rs964184 (p=0.049), encontrandose
que el colesterol LDL en los pacientes con genotipo CC variante protectora la
mediana fue de 71.7 mg/dl. Por su parte, en los pacientes con genotipo CG de riesgo
moderado la mediana fue de 79.6 mg/dl; mientras que en los pacientes con el
genotipo GG variante de riesgo alto la mediana fue de 121.2 mg/dl (H de Kruskal-
Wallis = 5.2, p = 0.049) (Figura 5).
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Figura 5. Niveles plasmaticos de colesterol LDL, en los pacientes portadores
de las variantes genéticas del SNP rs964184 [C/G] del gen APOAS.

El colesterol total, colesterol LDL y colesterol HDL no fueron significativamente
diferentes entre los genotipos de APOC3 rs5128 mediante la prueba de U de Mann-
Whitney; sin embargo, si se observaron diferencias estadisticamente significativas
en las cifras de triglicéridos en los diferentes genotipo de APOC3 rs5128 (p =0.029),
encontrandose que la mediana de triglicéridos en los pacientes con genotipo CC
variante protectora fue de 97.9 mg/dl, mientras que en los pacientes con genotipo
CG variante de riesgo moderado la mediana de 129.1 mg/dl, no se encontro
genotipo de riesgo alto. (U de Mann-Whitney = 27.0, p = 0.029) (Figura 6). Asimismo
se observaron diferencias estadisticamente significativas en el colesterol VLDL en
los pacientes portadores de los genotipos del SNP rs5128 de APOCS3, (p = 0.01),
observando que el colesterol VLDL en los pacientes con genotipo CC variante
protectora fue con una mediana de 19.6 mg/dl, mientras que para los pacientes con
genotipo CG de riesgo moderado, se encontréo una mediana de 24.7 mg/dl, no se
encontro variante de riesgo alto. (U de Mann-Whitney = 24.0, p = 0.01) (Figura 7).
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Figura 6. Niveles plasmaticos de Triglicéridos en los pacientes portadores de
las variantes genéticas del SNP rs5128 [C/G] del gen APOC3.
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Figura 7. Niveles plasmaticos de Colesterol VLDL en los pacientes
portadores de las variantes genéticas del SNP rs5128 [C/G] del gen APOC3.

En relacion al colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL, colesterol VLDL y
triglicéridos en el seguimiento, estos no fueron significativamente diferentes en sus
distribuciones entre los alelos de APOC3rs2854117 mediante la prueba de Kruskal-
Wallis.

Se observé una asociacion estadisticamente significativa entre los polimorfismos de
APOAS rs964184 y la presencia de colesterol LDL 2130 mg/dl mediante la prueba
de chi cuadrada (X?= 13.7, p = 0.001), en este caso, de los 9 pacientes con alelo
CC uno presento colesterol LDL 2130 mg/dl (11.1%); de los 10 pacientes con alelo
CG ninguno presentd colesterol LDL 2130 mg/dl; los 2 pacientes con alelo GG
(variante de riesgo alto), ambos presentaron colesterol LDL 2130 mg/dl (100%)
siendo estas proporciones diferentes significativamente (Figura 8).
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Figura 8. Mediciones consecutivas de colesterol LDL en los pacientes
portadores de los genotipos CC, CG y GG del SNP rs964184 [C/G].

En relacion al colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL, colesterol VLDL en el
seguimiento, estos no fueron significativamente diferentes en sus distribuciones
entre los alelos y genotipos del SNP rs5128 del gen APOCS3 rs5128, mediante la
prueba de Kruskal-Wallis (Datos no mostrados). Sin embargo, los pacientes
portadores de CG variante de riesgo moderado (n=9) mostraron presentaron niveles
de triglicéridos 2150 mg/dl (81.8%), en comparacién con los pacientes portadores
del genotipo CC, de los cuales 4 de 10 mostraron triglicéridos 2150 mg/dl (40.0%),

no se encontro variante de riesgo alto. (X?= 3.9, p = 0.049) (Figura9).
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Figura 9. Mediciones consecutivas de triglicéridos, en los pacientes
portadores de los genotipos CC, CG del SNP rs5128 [C/G].




DISCUSION

En el presente estudio, se analizaron los diversos cambios en el perfil de lipidos de
pacientes pediatricos infectados con VIH y que reciben tratamiento antirretroviral,
en funcion de la presencia de 4 variantes genéticas o polimorfismos de un solo
nucleotido (SNP), presentes en los genes de las apolipoproteinas APOC3y APOAS,

todos relacionados con el metabolismo de lipidos.

Idealmente, el TARV debiera iniciarse en lactantes infectados por el VIH, tan pronto
ocurra el diagnéstico e independientemente del estado clinico e inmunolégico, con
el fin de reducir la morbi-mortalidad asociada a VIH/Sida [90]. Sin embargo, la
exposicion prolongada a los farmacos ARVs, si bien tiene eficacia terapéutica, tiene
como consecuencia una toxicidad acumulativa. De hecho, desde la implementacién
del tratamiento antirretroviral combinado, la dislipidemia y la inflamacién crénica han
sido factores importantes en el incremento del riesgo de ateroesclerosis prematura
tanto en nifos, como adolescentes infectados con VIH [25].

De todas las alteraciones en los perfiles lipidicos de los pacientes analizados
longitudinalmente en el presente estudio, la HTG (TG> 150 mg/dL) resulté ser la
mas frecuente (61.9%), como previamente otros estudios lo han documentado [91,
92]. El régimen antirretroviral compuesto por LMV/ZDV/LPV/r fue el usado con
mayor frecuencia en la poblacion de pacientes analizados. A este respecto, los
nifios con infeccion por VIH y que reciben TARV, tienen alrededor de 2 veces mas
riesgo de desarrollar HTG, en comparacion con aquellos que no reciben este
tratamiento [38]. El uso de IPs (LPV/r, ATZ/r y el DRV/r) han sido asociados con el
aumento de TG en diferentes poblaciones del mundo [30, 43, 44, 45, 46, 47, 48]. La
dislipidemia, en particular la HTG es multifactorial y puede abarcar 30-72% de
prevalencia, dependiendo de la regidn geografica [30, 43, 44, 45, 46, 47, 48]. Por
otra parte, en poblacién pediatrica con infeccidn por VIH y que reciben TARV, resulta
particularmente preocupante, dado el riesgo potencialmente mayor de enfermedad
cardiovascular en la edad adulta temprana [22]. De hecho, el uso de regimenes
antirretrovirales que estan basados en inhibidores de proteasa (IP), si bien
representa una opcion mas potente contra la infeccion por VIH, dada su alta barrera



genética, también se les ha asociado con los cambios observados en el
metabolismo de los lipidos [21].

De manera importante, se observo en la poblacion que la mediana del IMC (17.5
kg/m2) fue bajo. A este respecto, un estudio de Seth y cols. (2018), documentaron
que una proporcion significativa de nifios con infeccion por VIH estaban desnutridos
al inicio del tratamiento antirretroviral. Asimismo, la baja estatura, que suele
observarse en una proporcién significativa al final de los 3 afios de TARV, suele
recuperarse en aquellos nifos que han mostrado una buena recuperacion o
restitucion inmunoldgica [93]. Este dato, indica la necesidad en la mejora de
intervenciones que incidan de manera positiva en el estado nutricional, ya que esta
documentado que la farmacocinética del LPV en pacientes pediatricos, con
infeccion por VIH y con desnutricion grave puede verse afectada e impactar en la
eficacia terapéutica , sin embargo es necesario realizar ajustes de acuerdo a la edad
de cada paciente para la obtencion de datos mas precisos. [94].

Por otra parte, aun con caracteristicas sociodemograficas e historia farmacolégica
similares, no todos los pacientes infectados con el VIH, desarrollan HTG, lo que
sugiere la influencia de factores genéticos que determinan la variabilidad
interindividual, en la toxicidad del tratamiento antirretroviral [55, 56, 57, 58, 59, 60,
61]; entre los cuales, se encuentran las variantes genéticas o SNPs. En el presente
estudio, la contribucion de los SNPs rs662799 [-1131, T/C] y el rs964184 [C/G] del
gen APOAS, asi como de los SNPs rs2854117 [C/T], rs5128 [C/G] del gen APOCS3,
en el desarrollo hipercolesterolemia e HTG, se evalué mediante un disefio de
estudio de cohorte retrospectivo.

Existe asociacion estadisticamente significativa entre los polimorfismos de APOAS
rs964184 e hipercolesterolemia LDL (=130 mg/dl) observandose una proporcién
mayor de esta alteracion en los pacientes con genotipo GG. Por el contrario, ninguno
de los sujetos con genotipo CG presento esta alteracion lipidica.

También se presentd asociacion estadisticamente significativa entre los
polimorfismos de APOAS rs964184 y la presencia de colesterol total 2200 mg/dl;
observandose esta alteracion en la totalidad de los pacientes con genotipo GG. Los



polimorfismos de APOC3 rs5128 se asocio a la presencia de hipertrigliceridemia
(2150 mg/dl), observandose esta alteracion lipidica en una mayor proporcion de los

pacientes con alelo CG que con los pacientes con alelo CC.

Los pacientes con genotipo genotipo TC de la variante genética rs662799 del
APOAS mostraron mayores niveles de colesterol-LDL, al igual que los pacientes
portadores del genotipo GG de la variante genética rs964184 del mismo gen
APOAS. Aunque no fue objetivo del presente estudio, seria de gran interés conocer
si estas 2 variantes genéticas poseen un efecto aditivo. Por otra parte, la asociacion
de la variante genética rs662799 [T/C] del gen APOAS no ha sido reportada con el
aumento del colesterol LDL, por lo que este estudio, seria el primero en

documentarla.

Por otra parte, los pacientes portadores del genotipo CG del SNP rs5128 del gen
APOCS3, presentan hipertrigliceridemia mayor a 150 mg/dL y niveles aumentados de
colesterol VLDL. A la fecha, la asociacion del SNP rs5128 [C/G] solo ha sido
asociado con el aumento de triglicéridos [95].

De manera importante, nuestros resultados sugieren que el impacto de los
genotipos GG del SNP rs964184, TC del SNP rs662799 (gen APOAS), sobre el
aumento en los niveles de colesterol-LDL vy triglicéridos; al igual que el impacto del
genotipo CG del SNP rs5128 (gen APOC3) en el aumento de triglicéridos, parece

ser mas prominente después de 30 meses de tratamiento.

Se requieren de mas estudios para conocer la interaccién farmacogenética entre los
SNPs rs662799 [T/C], rs964184 [C/G], rs5128 [C/G] con el uso de antirretrovirales
como LPV/r, en la poblacién pediatrica de pacientes con VIH.

Si bien, en el estudio transversal, en adultos fue posible demostrar que el efecto
dislipidémico estaba mayormente asociado a algunas combinaciones de farmacos
[73]; el presente estudio no explor6 este aspecto, dado el numero limitado de
pacientes.

Muchas caracteristicas clinicas recopiladas en el presente estudio, como el

desarrollo metabdlico de los nifios pueden estar segadas a la recopilacion de datos

o diferencias, o en los niveles de adherencia del paciente. Sin embargo, ya sea que
~ QO ~



las interacciones observadas fueran inherentes a la poblacion pediatrica o a las
limitaciones del disefio de este estudio, es importante considerar la temporalidad
del efecto dislipidémico con base en los genes analizados; que debera considerarse

en el diseno de futuros estudios prospectivos para aclarar esta hipotesis.

La poblacién pediatrica estudiada, tiene la particularidad de estar conformada
principalmente por una mezcla de ascendencia amerindia y espafiola; por lo tanto
es importante realizar este tipo de estudios en nuestra poblacion, ya que los datos
reportados en otras poblaciones (caucasica, asiatica, afroamericana), no pueden

ser extrapolados directamente.

Aunque existen limitaciones con el tamafio de muestra, fue posible realizar el
analisis inferencial con la aplicacion de pruebas no paramétricas e incluso la
construccion de graficos que permitieron evidenciar la HTG en funcion de los

alelos/genotipos de cada una de las variantes genéticas analizadas.

Si bien se requieren estudios prospectivos y con una muestra mayor de pacientes,
la aplicacion de los hallazgos de nuestra investigacion representa una oportunidad
para la adecuacion del TARV en los nifos infectados por el VIH, con base en su
perfil genético de riesgo. Lo anterior posee un amplio campo de aplicacion en la
toma de decisiones terapéuticas, en estos pacientes pediatricos, cuyo tratamiento

es de por vida.



CONCLUSIONES

. Las variantes genéticas rs964184-GG y rs662799-TC del gen APOAS y
rs5128-CG del gen APOCS3 tienen un impacto en el aumento de triglicéridos
plasmaticos de pacientes pediatricos con VIH.

. Los pacientes portadores de la variante genética rs662799-TC del gen
APOAS mostraron ademas, aumento de colesterol-LDL de manera notoria a
partir de los 30 meses de tratamiento antirretroviral.

. Los pacientes portadores de la variante genética rs5128-CG del genAPOC3
mostraron aumento de colesterol-VLDL.

. Las alteraciones en el perfil lipidico a expensas de triglicéridos, colesterol-
LDL y colesterol-VLDL, resultaron ser mas significativos a partir de los 30
meses de tratamiento antirretroviral.

. El uso del régimen antirretroviral 3TC/AZT/LPV/r fue el administrado con
mayor frecuencia.

. La mediana de IMC en la poblacion estudiada fue de 19.2 kg/m2

correspondiente a peso bajo al inicio de la terapia antirretroviral.
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